CMTM（CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing family）即人类趋化素样因子超家族，是我国首先研究并报道的一个基因家族，共包括趋化素样因子CKLF和CMTM1\~8在内的9个成员[@b1]。对该家族各成员的研究发现其在正常人体内广泛表达，发挥着重要的生理作用，并且与肿瘤、造血、免疫系统、心血管等多种疾病相关[@b2]--[@b3]。有文献报道，多个CMTM家族成员在多种实体肿瘤（如胰腺癌、胃癌等）组织中表达被抑制甚至缺失，其机制与基因甲基化有关，恢复其表达可以通过激活细胞凋亡途径诱导肿瘤细胞的死亡[@b4]--[@b5]。在血液系统的肿瘤中，有报道称CMTM家族的表达也有降低，但是，是否通过同样的机制促进血液系统肿瘤的发生还未见报道[@b6]--[@b7]。本研究以多发性骨髓瘤（MM）细胞系U266细胞为载体，研究CMTM5参与MM发生、发展的调节机制。

材料与方法 {#s1}
==========

1．试剂与器材：TRIzol试剂、Lipofectamine 2000为美国Invitrogen公司产品，逆转录试剂盒、荧光定量PCR试剂盒为日本TaKaRa公司产品，RPMI 1640培养基、胎牛血清为美国Gibco公司产品，地西他滨为美国TargetMol公司产品，pcDNA3.1-CMTM5过表达质粒购自苏州吉玛基因股份有限公司，CCK8细胞增殖毒性试剂盒购自东仁化学科技（上海）有限公司，NanoDrop1000为美国Thermo公司仪器，LightCycler480 PCR扩增仪为德国Roche公司仪器，多功能酶标仪为美国Bio-Rad公司仪器。

2．细胞培养：U266细胞由苏州大学唐仲英血液研究所赠送，在含10%灭活的胎牛血清、100 U/ml青霉素、链霉素的RPMI 1640培养基，37 °C、5% CO~2~孵箱中培养。2\~3 d传代1次，取对数生长期细胞用于后续实验。

3．引物及探针：引物序列详见[表1](#t01){ref-type="table"}。应用Primer5.0软件设计，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

###### 实时荧光定量PCR引物序列及产物大小

  基因       引物序列（5′→3′）                                                     长度（bp）   退火温度（°C）
  ---------- -------------------------------------------------------------------- ------------ ----------------
  CMTM5      上游引物：AGGGCATCCTGCTGGAAAC；下游引物：GCAAGTGTGATGAAGAACTCCAGTA       115             58
  caspase3   上游引物：CTGGACTGTGGCATTGAGAC；下游引物：ACAAAGCGACTGGATGAACC           159             58
  caspase9   上游引物：AACAGGCAAGCAGCAAAGTT；下游引物：CACGGCAGAAGTTCACATTG           247             58
  β-actin    上游引物：GCTACGAGCTGCCTGACGG；下游引物：TGTTGGCGTACAGGTCTTTGC           174             58

4．去甲基化实验：将U266细胞按1×10^6^/ml密度接种于含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基中，分别加入5、10 µmol/ml地西他滨，分别于培养24、48、72 h收集细胞，测定相关基因表达水平。以不加药物处理组为对照组。

5．实时荧光定量PCR（RT-qPCR）法检测CMTM5、caspase3、caspase9 mRNA表达水平：收集U266细胞，加入1 ml TRIzol试剂，提取细胞总RNA，按逆转录试剂盒（日本TaKaRa公司产品）说明书进行操作。以逆转录得到的cDNA为模板，RT-qPCR法检测CMTM5、caspase3、caspase9 mRNA表达水平。

6．pcDNA3.1-CMTM5过表达模型的建立：选用pcDNA3.1-CMTM5过表达质粒和pcDNA3.1-vector空载对照质粒，在24孔板中接种U266细胞4×10^5^个细胞，生长至浑浊度达75%\~90%时，根据说明书使用Lipofectamine™ 2000转染pcDNA3.1-CMTM5和空载体。分别在无血清培养基中按每孔0.8 µg pcDNA3.1-CMTM5/vector与2.0 µl Lipofectamine 2000的比例稀释，室温下静置5 min后混合两种稀释液，轻轻混匀后放置20 min，在准备好的细胞板中加入混合液。置于37 °C、5% CO~2~条件下培养5 h后更换为完全培养基，继续培养48 h收集细胞进行后续实验。

7．CCK8细胞增殖实验：取对数生长期U266细胞，以1×10^5^/ml的密度接种于96孔板。实验分组：①空白对照组：不做处理的细胞组；②质粒对照组：转染空载对照质粒组；③过表达质粒转染组：转染pcDNA3.1-CMTM5质粒组。在37 °C、5%CO~2~条件下培养24、48、72和96 h。按说明书进行操作，孵育2 h后采用全自动酶标仪测定450 nm波长处各孔的吸光度（*A*）值。

8．统计学处理：采用SPSS 18.0软件进行统计学分析。所有实验每组均设3复孔，实验重复3次，结果以均数±标准差表示。两组之间的比较采用*t*检验，相关性分析采用Pearson相关系数。双侧*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．地西他滨对U266细胞CMTM5基因表达水平的影响：24 h处理组中，各个浓度CMTM5表达水平未表现出明显的差异（*P*\>0.05）；48 h处理组中，5 µmol/ml处理组CMTM5表达水平有一定升高（*P*\<0.01），10 µmol/ml处理组CMTM5表达水平较对照组明显升高（*P*\<0.001）；72 h处理组中，CMTM5变化更加明显，5 µmol/ml浓度处理组就表现出大幅度的升高（*P*\<0.001），10 µmol/ml浓度处理组水平增高幅度最大（*P*\<0.001）（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}）。

![不同浓度地西他滨处理不同时间对U266细胞中各分子表达的影响（设3个复孔，实验重复3次。\*\**P*\<0.01，\*\*\**P*\<0.001）\
A：CMTM5基因水平表达；B：caspase3基因水平表达；C：caspase9基因水平表达](cjh-40-01-058-g001){#figure1}

2．地西他滨对U266细胞caspase3、caspase9基因表达水平的影响：经过不同浓度地西他滨处理不同时间后的U266细胞，其caspase3、caspase9基因表达水平的变化表现出与CMTM5表达水平相似的变化趋势（[图1B、C](#figure1){ref-type="fig"}）。对该结果与相应的CMTM5水平进行相关性分析，通过采用不同浓度地西他滨对U266细胞处理后，CMTM5表达水平与各组对应的caspase3（*r*=0.937）、caspase9（*r*=0.945）表达水平均呈现高度正相关关系，结果均有统计学意义（*P*值均\<0.001）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![不同浓度地西他滨对U266细胞处理不同时间各分子的相关性分析（*n*=9）\
A：CMTM5与caspase3相关曲线（*P*\<0.001）；B：CMTM5与caspase9相关曲线（*P*\<0.001）](cjh-40-01-058-g002){#figure2}

3．pcDNA3.1过表达质粒转染对U266细胞CMTM5表达水平的影响：将重组质粒pcDNA3.1-CMTM5和空载体pcDNA3.1-vector转染U266细胞，取48 h处理细胞进行RT-qPCR检测。结果显示转染细胞48 h后，空白对照组、质粒对照组、过表达质粒转染组U266细胞CMTM5 mRNA表达水平分别为0.63±0.14、0.64±0.11、133.10±10.35，差异有统计学意义（*P*\<0.001）。取定量PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳后，两对照组在目的基因区未见条带，转染CMTM5组可见一清晰条带（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。

![琼脂糖凝胶电泳法检测过表达质粒转染对U266细胞CMTM5表达的影响\
1：空白对照组；2：质粒对照组；3：过表达质粒转染组](cjh-40-01-058-g003){#figure3}

4．CMTM5过表达对U266细胞增殖活性的影响：结果显示与质粒对照组、空白对照组比较，过表达质粒转染组细胞增殖活性明显受抑，转染过表达质粒组的抑制作用在24 h开始出现，48、72、96 h后抑制作用更加明显，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![CCK-8法检测过表达CMTM5对U266细胞增殖活性的影响（\**P*\<0.05，\*\**P*\<0.01）](cjh-40-01-058-g004){#figure4}

讨论 {#s3}
====

CMTM家族成员在肿瘤疾病中低表达或缺失与启动子反应区域CpG岛的甲基化有关。恢复其表达可以通过激活细胞凋亡途径诱导肿瘤细胞的死亡。CMTM5作为CMTM家族中的重要成员，有研究者证实其在消化系统肿瘤[@b4]、前列腺癌[@b8]等肿瘤疾病中均存在异常。在针对髓系白血病的研究中，发现其在急性髓系白血病（AML）和慢性髓性白血病（CML）同样表现出下调或缺失的现象，同时与白血病特异性的融合基因AML1-ETO、PML-RARα和BCL-ABL1呈负相关[@b7]。因此认为CMTM5可能在血液系统肿瘤中也发挥着肿瘤抑制的作用。

MM的发病机制较为复杂，目前认为其病程中涉及到原癌基因的激活与抑癌基因（如P16、P53、RB等）的缺失[@b9]--[@b10]，而在抑癌基因的失活中，启动子部位的甲基化与疾病的出现具有密切的关联性。牛继红等[@b6]研究发现CMTM5基因水平在MM治疗无效患者中较正常人普遍降低，且降低程度与其国际分期（ISS）呈相关性，但对其抗肿瘤活性的机制尚不明了。

caspase家族是在凋亡过程中发挥重要作用的家族，其无活性的前体酶原通过接受一系列的凋亡刺激因素而引发下游的caspase级联反应，最终导致细胞凋亡[@b11]。caspase9是细胞内源性凋亡途径的上游启动因子，在级联反应传导通路的启动作用中必不可少。当细胞收到凋亡刺激信号时，线粒体膜发生去极化和电位下降而导致通透性改变，使得其内部的蛋白细胞色素C释放，在dATP条件下与Apaf-1（凋亡因子1）结合形成多聚体，caspase9无活性前体剪切活化为cleaved-caspase9，进而活化下游caspase3、6、7等级联反应下游的凋亡效应成员而发挥其启动作用[@b12]。caspase3是整个家族通路中最为关键的凋亡效应因子，内源性途径和外源性途径最终都将激活caspase3，介导细胞发生最终凋亡，其活性是凋亡进入不可逆阶段的标志。

我们的研究结果证实，MM细胞系U266细胞中存在CMTM5的缺失，对该细胞系使用去甲基化药物处理后，CMTM5基因表达水平表现出了不同程度的时间依赖性和浓度依赖性的增高。因此在U266细胞中CMTM5的低表达很可能与基因甲基化的修饰有关。通过检测不同时间、不同浓度处理后的U266细胞中caspase3、caspase9基因表达水平的变化，并与CMTM5表达水平进行相关性分析，发现CMTM5与这两种在凋亡途径中发挥关键作用的重要蛋白酶表现出密切的正相关性。说明CMTM5可能参与了U266细胞启动内源性caspase途径凋亡程序的过程。在CMTM5过表达U266细胞中，CMTM5能够抑制U266细胞的增殖，从而进一步证实CMTM5的异常缺失很可能在MM的发生中起到一定作用，并且CMTM5抑制细胞增殖的作用机制可能与caspase内源性凋亡途径有关。

近来，王晓宁等[@b13]也报道在MM细胞株RPMI 8226中DNA甲基化转移酶活性升高。由于MM发生机制复杂，治疗后复发率高，很多学者都在尝试联合地西他滨的多元化治疗方案。虽然没有经过严格的临床试验证实，但这些实验结果均说明，甲基化导致的某些基因的缺失很有可能也参与了MM的发生、发展过程，是其重要病因学之一。我们的实验结果提示甲基化导致的CMTM5缺失，很有可能参与了MM的发生、发展，是MM的重要病因学之一，但是还需要大量的临床研究去证实。经过更深入系统的研究后，CMTM5可以作为一种分子标志监测患者对甲基化药物的反应，也有望作为监测MM发生发展、分级和转归的一种诊断指标。

总之，我们在MM细胞系U266细胞系中，发现基因甲基化导致CMTM家族中CMTM5的缺失，恢复CMTM5表达后可以促进肿瘤细胞内源性凋亡途径的重启，促进肿瘤细胞的凋亡，提示CMTM5可能与MM的发生、发展密切相关。
